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摘要 : 采用 SMART (switching mechanism at 5' end of RNA transcript). 技术 ， 构建 了 小 菜 蛾 (Plutella xylostel- 
la) 的 全 长 cDNA 文库 。 按 TRIzol 试剂 盒 的 操作 程序 提取 4 龄 期 小 菜 蛾 总 RNA ， 以 此 为 模板 ， 通 过 PowerScript 
逆转 录 酶 逆转 录 合成 第 一 链 cDNA; 再 以 第 一 链 cDNA 产物 为 模板 ， 用 LD-PCR 合成 第 二 链 cDNA。 该 cDNA 产 
物 经 分 级 分 离 和 体外 包装 ， 即 获得 小 菜 蛾 cDNA 原始 文库 ， 其 滴 度 为 2.6 x 109 pfu/mL。 扩 增 后 的 cDNA 文库 的 
滴 度 为 2.4 x 10 pfu/mL。 取 适量 扩 增 文库 稀释 并 铺 平板 ， 挑 取 60 TIRARE, H PCR 方法 测 得 文库 的 重组 
率 大 于 9696, 插入 cDNA 的 长 度 平均 为 1.6 kb; 对 60 个 独立 噬菌体 所 插 人 的 cDNA 进行 测序 ， 克 隆 到 了 一 个 具 
有 5 和 3’ 非 编码 区 的 L27A 核糖 体 蛋 白 基 因 。 
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Abstract: In order to understand the molecular mechanism of the pesticide resistance of diamondback moth, Plutel- 
la xylostella , we used the SMART (switching mechanism at 5° end of RNA transcript) technology to construct full-length 
cDNA libraries. The PowerScript reverse transcriptase was used to synthesize and anchor the first-strand cDNA. Follow- 
ing reverse transcription, LD-PCR was performed using a modified oligo (dT) and an anchor primer to enrich the cDNA 
population for full-length sequences. The unamplified cDNA library contained 2.6 x 106 independent clones, in which the 
recombinant clones with an average insert size of 1.6 kb was > 96%. The titer of the amplified library was 2.4 x 10? 
pfu/mL. PCR analysis of 60 randomly selected clones showed that 65% of cDNA clones contained inserts of above 1.0 
kb. From the cDNA library, a full-length ribosomal protein L27A cDNA with 5° and 3’ untranslated regions was isolated . 
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小 菜 蛾 (Plutella xylostella) 是 广泛 分 布 的 十 字 
花 科 蔬菜 的 重要 害虫 ， 对 蔬菜 的 生产 和 品质 危害 严 
3& (Qiao et al，2000)。 由 于 各 国 对 农业 害虫 的 防 
治 均 以 化 学 防治 为 主 ， 致 使 小 菜 蛾 对 有 机 氯 、 有 机 
磺 、 氨 基 甲 酸 酯 、 菊 酯 和 酰基 脲 类 以 及 生物 制剂 等 
产生 了 不 同 程 度 的 抗 药 性 (Talekar & Shelton, 
1993; 2000)。 从 分 子 水 平 探讨 其 抗 性 机 理 ， 对 其 
相关 基因 需要 深入 研究 (Wang et al, 2002). Ja] 
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PCR 或 简 并 引物 的 RT-PCR 技术 加 快 了 新 基因 的 克 
隆 步 伐 (Innis et al，1990)， 但 耐 高 温 聚 合 酶 催化 
的 聚合 反应 存在 碱 基 误 配 回 题 (Dunning et al, 
1988)。 与 之 相 比 ， 哈 菌 体 体内 复制 时 ， 聚 合 酶 的 
错误 率 就 较 低 (Mattila et al, 1991, Diaz & Sabino, 
1998)， 因 而 需要 构建 cDNA 文库 来 筛选 基因 。 而 
传统 的 构建 文库 方法 ， 如 oligo-capping ( Kato, 
1994; Marayama & Sugano, 1994), CAPture (Ed- 
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ery, 1995), Cap-trapper (Carninci, 1996) 等 ， 因 
处 理 步骤 多 、 反 应 条 件 不 易 控 制 或 需要 较 多 的 mR- 
NA 等 (Endege, etal, 1999), 很 难得 到 有 代表 性 
的 cDNA 文库 ， 有 的 构建 方法 得 到 的 文库 甚至 有 
20% 的 藤 合 体 〈 不 同 基 因 的 片段 连接 在 一 起 ) 和 非 
mRNA 转录 来 的 DNA (Sudo, 1994). 。 利 用 SMART 
技术 ， 以 一 个 经 过 修饰 的 oligo (dT) (Sf B) 合成 
第 一 链 cDNA; 同时 利用 mRNA 5 端 帽子 结构 
M’GppX, HWH REA mRNA 5 端 时 ， 在 第 一 链 
cDNA 3' Ww EJLA C, 5; SMART IM F H RE HE 
到 mRNA 5' 3; 继而 又 以 此 序列 作为 引物 ， 采 用 
LD-PCR 技术 使 双 链 cDNA 得 以 扩 增 ， 而 提前 终止 
逆转 录 的 非 全 长 cDNA。 因 为 无 SMART IILZE Ez f 
R, 不 会 作为 模板 被 扩 增 ， 所 以 该 方法 使 用 的 
RNA 很 少 (1 ug 总 RNA); 实验 步骤 较 少 ， 所 用 时 
间 较 得。 此外， 由 于 采用 了 具有 稀有 酶 切 位 点 的 内 
切 酶 ， 建 成 的 文库 为 定向 文库 。 避 免 了 钝 端 处 理 
(D'Alessio，1988) 或 甲 基 化 保护 内 切 酶 位 点 不 完 
全 (McClelland, 1994) 等 建 库 方法 的 缺陷 ， 是 一 
个 值得 推广 的 建 库 方法 (Zhu，2001)。 构 建 杀 虫 药 
剂 抗 性 小 菜 蛾 cDNA 文库 ， 可 以 为 研究 小 菜 蛾 抗 性 
产生 的 分 子 机 制 、 克 隆 杀 虫 药剂 抗 性 相关 基因 提供 
有 效 的 基因 资源 。 本 研究 利用 SMART 技术 ， 成 功 
地 构建 了 小 菜 蛾 的 高 质量 全 长 cDNA 文库 ， 并 从 文 
库 中 分 离 到 了 一 个 具有 5” 和 3” 非 编码 区 的 L27A 
核糖 体 蛋 白 基 因 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

1.1.1 实验 昆虫 参照 Liu et al (1994) 描述 的 方 
法 饲养 南京 小 菜 蛾 。 采 用 浸 叶 法 进行 抗 人 性 选 育 。 经 
抗 性 选 育 后 ， 小 菜 蛾 对 马 拉 硫 磷 的 致死 中 浓度 
(LCso) 为 24 850.24 mg/L。 与 敏感 种 群 相 比 ， 抗 性 
增加 至 30.64 倍 。 

1.1.2 ”主要 试剂 SMART!" cDNA Library Con- 
struction Kit, TRIzol'" 和 Packagene? Lambda DNA 
Packaging System 分 别 购 自 Clontech, Gibco BRL 和 
Promega 公司 。 

1.1.3 引物 所 用 引物 由 北京 赛 百 盛 公 司 合成 。 
中 SMART V™ È £i di M: 5'-AAGCAGTGGTAT- 
CAACGCAGAGTGGCCATTA'TGGCCGGG-3: (Sh T A 








位 点 )。@CDs ll /3* PCR 8| :5'-ATTCTAGAGGC- 
CGAGG'CGGCCGACATG-d (T) VN-3 (Sfi I B 位 





点 )(V=A,GC,C;N = A,G,C X T), GATriplEx2 插 
入 片段 筛选 引物 :5 端 引 物 5’-CTCGGGAAGCGCGC- 
CATTGTGTTGGT-3'; 3* 端 引物 S'-ATACGACTCAC- 
TATAGGGCGAATTGGCC-3', (D 5' 锚 定 引物 : 5- 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3' 

1.2 方 法 

1.2.1 总 RNA 提取 按 TRIzolY 试 剂 盒 的 操作 程 
FER 4 龄 期 小 菜 蛾 总 RNA。RNA 中 的 痕 量 DNA 
在 37 CFH Dnase- 消化 1h; 加 入 等 体积 酚 / 氯 
仿 、 氯 仿 ， 分 别 抽 提 ， 加 入 终 浓度 为 0.35 mmol/L 
乙酸 钠 (NaAC，pH 5.2); 无 水 乙醇 沉淀 ; 用 75% 
冷 乙 醇 洗 涤 2 次 ; 风干 后 用 二 乙 基 焦 碳酸 盐 (d 
ethylpyrocarbonate, DEPC) 处 理 的 水 溶解 。 用 紫外 
分 光 光 度 计 测定 RNA 的 浓度 ， 并 用 1.1% 甲醛 变性 
电泳 证 明 其 完整 性 。 

1.2.2 第 一 链 cDNA 的 合成 ” 取 1 pg 小 菜 蛾 总 
RNA 作为 合成 cDNA 第 一 链 的 模板 ,在 CDS M3 
PCR 引物 和 SMART IV3EECEHE Be 5| o RS S| SE T, 3H 
过 PowerScript 逆转 录 酶 逆转 录 合 成 第 一 链 cDNA 。 
1.2.3 LD-PCR 合成 第 二 链 cDNA ”以 第 一 链 cD- 
NA 产物 为 模板 ， 用 CDS Ill/3 PCR 引物 和 5’ 锚 定 
引物 ， 在 GenAmp 9600 PCR 仪 上 ， 用 LD-PCR 
(long-distance polymerase chain reaction) 合成 第 二 
链 cDNA。95 CEHE 20 s; 然后 95 "CAE TE 5s, 68 
CHEIE 6 min, 2r3tfT 16. 18. 20, 22 和 24 
个 循环 。 反 应 结束 后 取 适 量 的 PCR 产物 ， 在 1.096 
的 琼脂 糖 电泳 上 检测 PCR 扩 增 合成 cDNA 第 二 链 的 
效率 。 

1.2.4 cDNA 的 分 级 分 离 和 体外 包装 ”LD-PCR 合 
成 的 双 链 cDNA 产物 ， 经 蛋白 酶 K 消化 灭 活 DNA 
聚合 酶 活性 后 ， 等 体积 某 酚 /氯仿 、 氯 仿 分 别 抽 提 ; 
乙醇 沉淀 后 溶 于 去 离子 水 中 ; 再 用 S6 I 内 切 酶 消 
化 ; 最 后 通过 CHROMA SPIN-400 柱 进行 分 级 分 离 。 
合并 长 度 大 于 500 bp 的 分 离 物 加 入 糖 原 和 
NaAC， 并 用 95% 乙 醇 沉淀 双 链 cDNA ， 自 然 干燥 后 
用 去 离子 水 溶解 czDNA。 用 0.5、1.0 和 1.5 gL cD- 
NA 5 1 uL (500 ng/L) 载体 XTriplEx2 (Sfi I 处 
理 过 的 左右 臂 ) 进行 连接 反应 ， 加 入 T, DNA 连接 
酶 ，16 避 连 接 过 夜 。 然 后 用 Promega 公司 生产 的 包 
装 蛋 白 包 装 连 接 产物 : 从 - 70 艺 冰 箱 中 取出 包装 
蛋白 并 在 冰 上 融化 ， 待 融化 后 立即 将 连接 产物 加 入 
到 包装 蛋白 中 ，30 CK 3h; 然后 加 入 450 pL I 
菌 体 稀释 液 和 25 uL 氯仿 混 匀 ， 此 即 为 小 菜 蛾 的 原 
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始 文库 。 加 入 二 甲 基 亚 硕 (dimethyl sulfoxide, DM- 
SO) E, CEF -70 冰箱 中 长 期 保存 待 用 。 
1.2.5 扩 增 文库 的 建立 和 文库 质量 分 析 取 10 uL 
上 述 叭 菌 体 原始 文库 ,以 每 板 S x 10* 噬菌体 形成 单 
f (plaque forming unit, pfu) Æ 150 mm 平 血 上 铺 平 
T. ; TR PR HA HC RJ LACREET AL, E 4 
冰箱 过 夜 ;37 CERAR 1 h ,使 噬菌体 释放 出 来 ， 
收集 吹 菌 体 洗 脱 液 ; 加 入 1/5 体积 的 氯仿 ,振荡 2 
min; 离 心 后 上 清 即 为 扩 增 文库 。 将 扩 增 文库 作 适 度 
稀释 后 铺 平板 ,以 测定 文库 的 滴 度 ;从 扩 增 文库 所 铺 
平板 上 , 挑 取 60 个 单 叭 菌 斑 ,分 别 将 其 放 人 100 uL 
叭 菌 体 稀 释 液 中 ,4 CER; REIA 10 pL 氯仿 , 离 
心 后 取 上 清 5 pL,95 CHE 10 mins H ATriplEx2 fü 
人 片段 筛选 引物 ,通过 PCR 方法 鉴定 cDNA MAH 
段 ,并 估计 文库 的 重组 率 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 总 RNA 的 完整 性 及 反 转 录 

TRIzol 试剂 抽 提 总 RNA 后 ， 用 紫外 分 光 光 度 
计 测 定 表明 Azgo/Azg0 为 1.9， 甲 醛 变性 电泳 显示 
28S fü 18S 条 带 清晰 ， 无 拖 尾 旦 比例 接近 2:1 (图 
1)。 说 明 RNA 未 降解 ， 可 以 用 于 反 转 录 。 反 转录 
后 ，cDNA 经 过 LD-PCR， 最 适当 的 反应 循环 数 为 
18 个 。 电 泳 显 示 双 链 cDNA 在 0.1 和 3.5kb 之 间 表 
现 为 连续 脱 尾 ， 目 有 数 条 清晰 条 带 与 丰富 的 mRNA 
相对 应 (图 2)。 用 CHROMA SPIN-400 柱 对 cDNA 
分 级 分 离 后 ， 电 泳 结果 表明 第 7、8、9 和 10 管 洗 
脱 物 中 cDNA 的 长 度 大 于 400 bp。 
2.2 cDNA 文库 的 构建 及 质量 

通过 实验 ,发 现 加 入 1.5uL 的 cDNA 时 文库 的 





图 1 小 菜 蛾 总 RNA 的 凝 胶 电泳 图 谱 
Fig.1 Electrophoresis of total RNA from diamondback 
moth 
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图 2 LD-PCR 产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 谱 
Fig.2  Agarose electrophoresis of LD-PCR products 
M: DNA 4f R, b 16-24 2: ID 16. 18. 20. 22 $24 
循环 的 LD-PCR 结果 、 
M: DNA marker; Lane 16 -24: Products of LD-PCR by 16, 18, 


20, 22 and 24 circles respectively. 


M12 3 4 5 
(kb) 


4.5 — 
2.0 — 
1.2- 
0.5 — 
0.2— 


图 3 ATriplEx2 载体 中 插入 片段 的 PCR 
扩 增 产物 的 电泳 图 谱 
Fig.3 Electrophoresis of amplified products of 
ATriplEx2 clones identified by PCR 
M: DNA 分 子 量 ; 1~5 泳 道 : 5 个 噬 菌 斑 插 入 片段 的 PCR 扩 增 
产物 的 电泳 图谱- 
M: DNA marker; Lane | — 5: Electropboresis of amplified prod- 
ucts of 5 clones identified by PCR. 


滴 度 最 高 ， 为 2.5 x 10 pfu/mL。 本 研究 室 利用 此 
比例 构建 了 小 菜 蛾 的 cDNA 文库 ， 其 滴 度 为 2.6 x 
10° pfu/mL。 

利用 和 载体 ATriplEx2 左右 臂 的 特定 序列 互补 
的 揪 人 片段 筛选 引物 ， 对 挑 取 的 60 MA nk H REE 
行 PCR 测 定 后 ,发 现 很 多 插入 片段 均 在 1.0 kb 以 
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1 CGGCCGGGGTTCTTGTAAATTTGAAGTCGAAGACTGAAAT 
41] ATGGCCACCTCAAAGAAGAAGACCAGGAAGCTCCGAGGACACGTGAGCCACGGTCATGGA 
1 M A T S K K K T R KL R G H V S H G H G 
101 CGTATCGGTAAGCACCGTAAGCATCCTGGAGGTCGCGGTAACGCCGGTGGGGAGCACCAC 
21 R I G K H R K H P G G R G N A G G E H H 
161 CACAGAATTAACATGGACAAATACCACCCCGGTTACTTCGGCAAGCTGGGTATGAGGAAT 
41 H R I N M D K Y H P G Y F G K L G M R N 
221 TTCCACTTGAGGAAGAACAAGGAGTTCTGCCCCGTCCTGAACCTCGACAAGCTGTGGACC 
61 F H L R K N K E F C P V L N L D K L W T 
281 CTCGTCTCTGAGCAGTCCCGCCTGCGGTACGCCAACGCCACCGACGGCAAGGTGCCAGTC 
81 L V S E Q S R L R Y A N A T D G K V P V 
341 ATCAACATTGTTAAGGCTGGTTACTACAAGCTGTTGGGAAAAGGCAAGCTCCCCAAGCAG 
101 I N I V K A G Y Y K L L G K G K L PK Q 
401 CGCGTCATTGTCAAAGCCAAGTTCTTCTCAAAAACAGCTGAGAAGAAGATCAAGGACGTT 
121 R V I V K A K 下 F S$ K T A E K K I K D V 
461 GGCGGTGTGTGCGTGCTATCCGCGTAATTTAAGTTTACAATAAAAAATCTATAAAATCCA 
141 G G V C V L S cA * 

521 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


图 4 


小 菜 蛾 L27A 核糖 体 蛋 白 基 因 序 列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig.4 Nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of ribosomal protein L27A in the 


diamondback moth, Plutella xylostella 


下 划 线 部 分 表示 polyA MÆ S (The sequence underlined indicates polyadenylation signal) - 


上 ， 最 长 的 插入 片段 达 3.5 kb， 平均 长 度 为 1.6 kb 
(图 3)。 其 中 有 2 个 为 空 载 体 ， 据 此 计算 出 文库 重 
组 率 大 于 96% 。 此 文库 扩 增 后 滴 度 为 2.4 x 10? 
pfuxmL。 

利用 构建 的 小 菜 蛾 cDNA 文库 ， 克 隆 了 一 个 具 
有 S. 3! 非 编码 区 并 包含 polyA AE HAE RC 
L27A 核糖 体 蛋 白 基 因 (GenBank 登录 号 
AB099492) 。 该 基因 的 cDNA 全 长 550 bp， 编 码 区 
长 447 bp， 编 码 的 蛋白 质 由 148 个 氨基 酸 残 基 组 成 
(图 4)。 经 BLAST 比 对 程序 (Altschul et al，1997) 
比 对 ， 该 基因 与 已 报道 的 其 他 生物 的 L27A 核糖 体 
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蛋白 基因 高 度 相似 ,说 明 我 们 用 此 方法 得 到 了 小 菜 
蛾 L27A 核糖 体 和 蛋白 基因 。 

通过 该 基因 的 克隆 ， 可 以 看 出 利用 SMART dx 
术 构 建 的 文库 质量 较 高 ，cDNA 包括 5’ 非 编码 区 。 
另外 ，SMART 技术 构建 文库 时 利用 XTriplEx2 X 
体 ， 该 载体 构建 的 文库 具有 效 价 高 、 可 进行 蓝 / 白 
筛选 、 克 隆 的 基因 表达 易于 调控 的 优点 ， 这 也 是 其 
他 建 库 方法 所 不 能 比拟 的 。 
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